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Konzentrat eines Faktor Vlll.C-haltigen von-Willebrand-Faktors und das dazu 
gehdrige Verfahren 



Gegenstand der Erfindung ist ein Konzentrat eines Faktor VIII:C-haltigen von-Wille- 
brand-Faktors, das aufgrund seiner besonderen Zusammensetzung therapeutische 
Vorteile aufweist. 

Der funktlonelle von-Willebrand-Faktor (vWF). eIn Glykoprotein, zirkuliert im Blut- 
kreislauf mit unterschiedlicher Molekulargewichtverteilung, den sog, Multimeren. 
wobei die Multimeren eine Molekulargewichtsvertellung von 500 KiloDalton (kD) bis 
hin zu 20.000 kD aufwelsen kSnnen. Die kleinste Einheit ist hierbei das Dimer mit 
einem Molekulargewicht von ca. 550 kD; es besteht aus zwei Monomeren, die 
durch DisulfidbrQcken miteinander verbunden sind. Aus diesen Dimeren entstehen 
durch weitere Disulfidverknupfungen Polymere, sog. Multimere, mit einem Moleku- 
largewicht von bis zu 20.000 kD. Die Molekulargewichtsvertellung der von-Wille- 
brand Multimeren kann mittels der Elektrophorese in Agarose-Gelen sowohl quan- 
titativ wie auch qualitativ bestimmt werden. (Lit. 1,2.3). Die physiologische Funktion 
des von-Willebrand-Faktors ist seine Elgenschaft, am verietzten Endothel zu adhS- 
rieren und Thrombozyten zu aggregieren. (Lit.4) Dadurch kommt es in der sog. pri- 
maren HSmostase zunsichst zur Bildung eines Thrombozytenpfropfes und somit zu 
einer ersten Blutstillung; im Weiteren kommt es zum Ablauf der Gerinnungskas- 
kade, der sog. plasmatlschen Hamostase, und schlielilich zum Wundverschluss. 

Eine weitere wichtige Funktion des von-Willebrand-Faktors ist seine Fahigkeit, 
Komplexe mit Faktor VlllrC (FVIII:C) zu bilden; durch diese Komplexbildung mit 



dem vWF wird der FVIII.C im Plasma vor proteolytischem Abbau geschutzt. Bei 
einem gesunden Organismus ist immer ein ausreichend hohes Niveau an FVIII:C 
im Komplex mit vWF vorhanden. Es wird hierbei davon ausgegangen, dass die bel- 
den Proteine FVIII:C und vWF durch eine nlcht-l^ovaiente Bindung zwischen dem 
N-Terminus der leichten Kette von FVIII:C und dem N-Terminus der vWF Unterein- 
heit verbunden sind. ( Lit.5,6) 

Beobachten l<onnte man derartlge Zusammenhange z.B. bei der Substitution von 
von Willebrand Patienten mit Kryoprazipitat aus dem Plasma gesunder Spender. In 
Patienten induzierte die Substitution mit normalem Kryoprazipitat einen Anstieg von 
FVIIIrC Qber mehrere Stunden. Der Abfall erfolgte langsam mit der Halbwertszeit 
des vWF. 

Der antihamophile Faktor, das Faktor VIII Gerlnnungsprotein (FVIIhC), zirkuliert im 
Plasma zusammen mit dem vWF ais nicht-kovalent gebundener Komplex, wobel 
der vWF/FVIII:C-Komplex nur schvi/er praparativ aufzutrennen ist. Lange Zeit war 
nicht bekannt. dass vWF und FVIIliC zwei unterschiedliche Proteine sind, die im 
Organismus auch an unterschiedlichen Stellen synthetislert werden: der FVIII:C in 
der Leber, der vWF in Endothelzellen und Megakariozyten. (Lit. 9,10). 

Das Fehlen des vWF oder auch nur dessen Vemninderung hat eine verlSngerte Blu- 
tungszeit und eine gravierende Blutungsneigung zur Folge; das Krankheitsbild wird 
von-Willebrand-Syndrom genannt und kann in mehreren Erscheinungsformen auf- 
treten. Es erstreckt sich hierbei von einer abnormen GrSftenverteilung der vWF- 
Multimeren bis hin zum teilweisen oder g^nzlichen Fehlen eines funktionellen von- 
Willebrand Faktors, dem sog. Typ III des von-Willebrand-Syndroms. Es konnen 
hierbei sowohl die hochmolekularen als auch die niedermolekularen Multimeren 
vermindert sein oder soger ganzlich fehlen. Das von-Willebrand-Syndrom ( z.B. Typ 
III ) hat auch einen Mangel an FVIIIrC und damit eine Hamophilie A zur Folge, da 
FVIIIrC in einem Komplex mit vWF geschutzt wird und ohne diesen in kQrzester Zelt 
im Plasma proteolytisch abgebaut wird. 
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Bei der Substitution eines Hamophilie-Patienten mit normalem Kryoprazipitat beo- 
bachtet man nur einen raschen und kurzen Anstieg messbarer FVIII:C Aktivitat. 
(Lit.7,8). Substituiert man jedoch einen von Willebrand Patienten mit Plasma oder 
Kryoprazipitat eines hamophiien Spenders, so misst man paradoxenveise auch ei- 
nen FVIII-Anstieg. Dies 1st mit der Stabilisierung durch den vWF zu erkiaren. Der 
von Willebrand Patient synthetisiert FVIII. der aber nach Freisetzung ins Plasma 
fortwShrend proteolytisch gespalten wird. 



Der vWF ist fiir die nonnale Blutgerinnung zusammen mit dem FVIIIrC von grolier 
15 Bedeutung. Die Konzentration von vWF im Plasma betragt ca. 10 pg/ml. FVill:C 
stent von der Masse her einen viel geringeren Protelnanteil dar, ca. 0.2 pg/ml. 

Der vWF vermittelt, wie anfangs erwahnt. die Thrombozytenaggregation und somit 
die primare Hamostase an den verletzten Gefalien. Zusammen mit anderen gerin- 
nungsaktiven Faktoren wie den sog. Kontaktfaktoren, FVIII.C. Phospholipiden und 
Calcium erfolgt uber die Aktivierung von Faktor X die weitere Blutgerinnung bis zu 
Bildung von Fibrin und der Wundverschluss. (Lit. 11) 

/ 

^ y Der vWF/FVIII:C Komplex ist nur schwer zu trennen. deshalb findet sich der FVIII:C 
|§5 zusammen mit vWF im Kryoprazipitat. bzw. elulert bei Gelfiltrationen zusammen 
mIt vWF im Ausschlussvolumen. (Lit. 12) 



Zur Anreicherung des vWF/FVIII:C wird in der Plasmaindustrie hSufig das Verfah- 
ren der Kryoprazipitation eingesetzt. Hierbei entsteht durch gezieltes Auftauen von 

30 tiefgefrorenem Plasma ein unloslicher Niederschlag (Kryoprazipitat). Trennt man 
diesen Niederschlag ab, so erhalt man neben dem Kryoprazipitat das sog. kryoar- 
me Plasma. Im Kryoprazipitat findet sich angereichert der vWF/FVIII:C-Komplex 
zusammen mit einem Teil der Plasmaproteine Fibrinogen und Fibronectin. Das Mul- 
timerenspektrum des vWF im Kryoprazipitat enthalt eine wirksame Zusammen- 

35 setzung der Multimeren. vergleichbar der vom normalen Plasma. Es prSzipitleren 



5 hierbei vorwiegend die hohermolekularen Multimeren, wobei nahezu alle hochmo- 
lekularen Multimeren des vWF aus dem Plasma im Kryoprazipltat wiedergefunden 
warden. Etwa 20% des vWF. der kelne messbare Aktivitat aufwelst, verblelbt zu- 
sammen mit FVIIIrC Im kryoarmen Plasma. 

10 Ein Plasmapool gesunder Menschen enthait "per deflnltionem" 1 IE/ml funktionelle 
Aktivitat bezogen auf alle Gerinnungsfaktoren. Die funktionelle Aktivitat des vWF 
wird gewohnlich durch die Ristocetin vermittelte Thrombozytenaggregation gemes- 
sen, die in Korrelation mit der Konzentration des intakten vWF steht. Man be- 
( schreibt diese als vWF-Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat (vWF:RCoF) mit Konzentrati- 
15 onsangaben in IE/ml. Das zugeordnete Protein bezeichnet man als vWF-Antigen, 
abgekOrzt als vWF:Ag. 



Bei hochgradigen von-Willebrand-Erkrankungen ist die Substitution mit einem vWF- 
Konzentrat, das einen hohen funktlonellen Anteil an FVIII:C aufwelst, von erhebli- 
10 chem Vorteil; zum einen ist der gebundene gerinnungsaktive Faktor VllhC ein Mali 
fiir die Bindekapazitat und signalisiert einen intakten vWF. zum anderen fuhrt das 
Vorhandensein von FVIII:C zu einer signifikanten VerkQrzung der Blutungszeit. Oh- 
ne FVIII:C ware es erforderlich, bei der Behandlung von von-Willebrand-Erkran- 
ykungen durch Substitution zusatzlich FVIIhC-Praparate zu applizieren. Vorausset- 
zung fur die schnelle Wirksamkeit bei von-Willebrand-Erkrankungen ist also ein 
vWF mit normaler Faktor VIII:C Bindekapazitat, vorteilhaft angereichert mit einem 
hochmolekularen Multimerenanteil an vWF und einem Anteil an intaktem Faktor 
VIII:C. 



30 Die europaische Patentanmeldung EP 0 705 846 (Lit.13) beschreibt ein prSparati- 
ves Verfahren zur Trennung des von-Willebrand Faktors in eine hOhemiolekulare 
Fraktion und eine niedermolekulare Fraktion des vWF. Diese Trennung wird er- 
reicht, indem der vWF auf einem Affinitatstrager gebunden und dann bei unter- 
schiedlicher Salzkonzentration von diesem eluiert wird. Auf diese Weise lassen sich 



hochmolekulare vWF-Fraktionen, die eine besonders hohe physiologische Aktivitat 
haben, erhalten. 

Es sind auch schon chromatographische Verfahren zur Auftrennung des vWF in 
hohermolekulare und niedermolekulare IVIultimere bekannt. Hierbei war es jedoch 
nicht moglich, optimale vWF/FVIII:C-Komplexe mit angereicherten hochmolekula- 
ren Multimeren des vWF gezielt zu erhalten. 

Es ist auch bekannt. dass F VIII:C, sei es nun rekombinanter oder plasmatischer 
FVIII bei wiederholter Gabe und in hSheren Konzentrationen, dissoziiert vom von 
Willebrand Faktor, zu unenA/unschten Immunreaktionen fOhren kann, da die Anti- 
korperbildung je nach Hersteiiungsart und Reinheit unterschiedlich stark induziert 
werden kann. Diese Antikorper, sog. Hamophllle A Hemmkorper oder FVIII.C Inhi- 
bitoren, die in "Bethesta-Einheiten" gemaH einer Publikation: Thrombos, Diathes 
haemorrh. (Stuttg.), 1975. 34. 869. (Lit.14) quantitativ bestimmt werden konnen. 
fuhren zu unenA/unschten Nebenwirkungen und gegebenenfalls zu Blutungen. 

Werden diese FVIIliC Praparate mit multimerem von Willebrand Faktor vorinkubiert, 
bleibt die Bildung dieser anti-FVIII-lmmunglobuline weitestgehend aus und man 
kann ohne diese Nebenwirkungen befilrchten zu mOssen, wiederholt groliere Men- 
gen anwenden. Das erfindungsgemSBe PrSparat hat somit einen bedeutenden An- 
wendungsvorteil. Nachweislich wurde dieser Zusammenhang in einem Haemophilie 
Maus Modell gefunden. (Lit. 15). 

Der im Patentanspruch 1 angegebenen Erfindung liegt das Problem zugmnde, ein 
Konzentrat eines Faktor VIII:C-haltigen von-Willebrand-Faktors herzustellen. das 
angereicherte hochmolekulare Multimere des vWF enthalt und ein Verhaltnis der 
vWF:RCoF-Aktivitat zu vWF:Ag grolier als 1 aufweist. 

Das vorstehend beschriebene Problem wird durch das im Patentanspaich 1 ge- 
nannte Konzentrat gelost. Dieses Konzentrat wird durch fraktionierte Ausfailung aus 



einer den Faktor VIII:C und den von-Willebrand-Faktor enthaltenden Flussigkeit 
gewonnen und weist einen erhShten Gehalt an hochmolekularen Multimeren des 
von-Willebrand-Faktors und ein Verhaltnis der vWF:RCoF-Aktivitat zu vWF:AG 
gr5(^er als 1 auf. 

Die mit der Erfindung erzielten Vorteile bestehen darin. dass ein Konzentrat eines 
Faktor VIII:C-liaItigen von-Willebrand-Faktors zur VerfQgung gestellt werden kann, 
das durch eine einfache praparative fraktionlerte Ausfailung aus einer den Faktor 
VIII:C und den von-Willebrand-Faktor enthaltenden FIQssigkeit gewonnen werden 
kann, wobei das Konzentrat einen erhShten Gehalt an hochmolekularen Multimeren 
des von-Willebrand-Faktors und ein Verhaltnis der vWF.RCoF-Aktivltat zu vWF:AG 
grSISer als 1 aufweist. Das so erhaitene Konzentrat eignet sich zur Substitution bei 
hochgradigen von-Willebrand Erkrankungen; das Vorhandensein des Faktor VIII:C 
ist hierbei von erhebiicher Bedeutung, denn der gebundene gerinnungsaktive Fak- 
tor VIII:C wird von vWF stabilisiert und fuhrt so zu einer signifikanten Verkurzung 
der Blutungszeit. Der hohe Antell an hochmolekularen Multimeren ist eine wesentli- 
che Voraussetzung fur dessen schnelle Wirksamkeit. 

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind in den PatentansprOchen 2 
and folgende angegeben. 

Das erfindungsgemSRe Konzentrat kann aus humanem Plasma, einer Plasmafrak- 
tion.wie z.B. Kryoprazlpitat oder aus gentechnisch modlfiziertem Zellmaterial ge- 
wonnen werden. Bevorzugtes Ausgangsmaterial hierfOr ist humanes KryoprSzipitat, 
das den vWF-FVIII:C-Komplex neben den Plasmaproteinen Fibrinogen und Flbro- 
nektin enthalt. Gewonnen wird dieses Kryoprazlpitat aus tiefgefrorenem Citratplas- 
ma, das durch gezieltes En/varmen (Tempern) in den Flussigzustand uberfiihrt wird, 
wobei bei Temperaturen zwischen 0 bis +2''C ein Teil des Fibrinogens, des Fibro- 
nektins und der vWF;FVIII:C-Komplex als Prazipitat zuruckbleiben und z.B. durch 
Zentrifugation abgetrennt werden konnen. Das so gewonnene Kryoprazlpitat kann 



5 tiefgefroren zwischengelagert werden und dient als Ausgangsmaterial zur Gewln- 
nung des gereinigten vWF/FVIII:C-Komplexes. 

Das erfindungsgemafie Konzentrat wird vorzugsweise durch fraktlonierte Ausfal- 
lung mittels Aminosauren, vor allem mittels Glycin, und einem Alkali- oder Erdalka- 
0 lisalz, vorzugsweise Natriumchlorid, gewonnen. HIerbei wird eine wassrige LOsung 
von Kryoprazipltat unter ROhren mit Glycin versetzt bis Fibrinogen weltestgehend 
aus der L6sung ausgefallen 1st. Der ausgefallte Flbrinogenriickstand wird anschlie- 
(iend durch Zentrifugation abgetrennt. Aus dem Oberstand wird unter RQhren durch 
Zugabe eines Alkali- oder Erdalkallsalzes. in einer bevorzugten Ausgestaltung 
5 durch die Zugabe von Natriumchlorid, der Komplex vWF/FVIII:C ausgefailt und 
durch Zentrifugation abgetrennt. Das hierbei erhaltene vWF/FVIII:C-haltige Prazl- 
pltat wird mit einem isotonischen Puffer gelost, mIt Saccharose und Glycin stabili- 
siert und anschlieliend pasteurisiert. 

Besonders vorteilhaft ist es, die Fallung des vWF/FVIII:C-haltigen Prazipitats mit 
Konzentrationen von 70 bis 160 g/l Glycin und von 100 bis 160 g/l Natriumchlorid 
durchzufuhren. Durch diese Einstellung eines Konzentrationsbereichs kann die Ak- 
tivitat/Ratio zugunsten einer hSheren vWF:RCoF-Aktivltat verschoben werden. was 
mit einer Anreicherung hochmolekularer vWF-Multimeren einhergeht. Neben Glycin 
sind zur Prazipltatlon auch andere physiologlsche oder auch nicht physiologische 
Aminosauren wie a-AlanIn, a-.(i oder y-Aminobutter- saure, Lysin, Valin, Asparargin 
und Glutaminsaure, sowie chemisch ahnlich gebaute Substanzen geeignet. So er- 
zlelt man z.B. mit p-Alanin ebenfalls eine Fallung, ahnlich wie mit Glycin. 

Durch die Einstellung eines bestimmten Konzentrationsbereiches von Fallungsmlt- 
teln, zum Beispiel Aminosauren, vorzugsweise Glycin, bei einer geeigneten lo- 
nenstarke in einem Bereich von 5 bis 30 Gewichtsprozent an Salzen aus der Alkali- 
und Erdalkaligruppe. vorzugsweise Natriumchlorid, kann die Aktivitats-Ratio zu 
Gunsten einer hSheren vWF:RCoF-Aktivitat verschoben werden, was ein Ergebnis 
der Anreicherung hochmolekularer vWF-Multimeren ist, Eine SchlQsselrolle nimmt 



dabei die Konzentration des Glycins ein. was auch Gegenstand dieser Erfindung 
ist. 

Das erfindungsgemafie Verfahren wird zweckmafiigerweise so durchgefOhrt, dass 
zunachst das geloste KryoprSzipitat zur Adsorption des In geringen IVIengen einge- 
schlossenen Prothrombin-Komplexes mit einer Alunniniumhydroxidsuspension ver- 
setzt, dann geriihrt und abgetrennt wird. Der Oberstand enthSIt dann den Faktor 
VII!:C und den von-Willebrand-Faktor, welclie durch fraktionierte Ausfallung ge- 
wonnen werden. 

Das Kryoprazlpitat wird unter Ruhren und leichtem Envarmen in einem isotonischen 
Puffer gelOst, so dass man eine Protein konzentration von 2 bis 3% erhalt. Die so 
gewonnene Rolikryolosung wird dann zur Adsorption der Prothrombinkomplex- 
Faktoren mit einer Aluminiumhydroxid-Suspension versetzt und unter Ruhren die 
restlichen Prothrombinfaktoren adsorbiert und zusammen mit dem AI(OH)3-Pellet 
abgetrennt. Nach Entfernung der Prothrombinkomplex-Faktoren kann die Kryolo- 
sung einer Virusinaktiviemng durch Pasteurisierung Oder mit Acridin oder Acridin- 
derivaten in Obereinstimmung mit der DE 44 44 045 untenvorfen und stabilislert 
werden, wozu sich Calciumionen besonders gut eignen. 

Die nach der Vimsinaktivierung erhaltene KryolCsung wird anschliefiend unter Ruh- 
ren mit Glycin versetzt, das Fibrinogen prSzipltlert und durch Zentrifugation abge- 
trennt. Dem erhaltenen Oberstand wird anschlleiiend unter Ruhren NaCI zugege- 
ben und so der vWF/FVIII:C ausgefSllt und durch anschlieliende Zentrifugation ab- 
getrennt. Das erhaltene vWF/FVIII:C -haltlge Prazipitat wird In einem isotonischen 
Puffer gelOst, mit Saccharose und Glycin stabilislert und anschliedend 10 Stunden 
auf 60°C erhltzt. Nach erfolgter Pasteurisierung dient die erhaltene Losung als 
Ausgangsmaterial zur Gewinnung des vWF/FVIII:C-Komplexes mit angereichertem, 
hochmolekularem Multlmeranteil. 

AusfOhrungsbeispiele der Erfmdungen sind In den Belspielen 1 bis 6 dargestellt. 



Beispiel 1 



L6sen von Krvoprazipi tat. AirOHWAdsorption und Fibrinoaenabtrennuna 

200 g KryoprSzipitat wurden zerkleinert mit einer 0,1 m NaCI-Glycin-L6sung in 800 
ml aufgeiest. Die Kryol6sung wurde mit 10 Vol% einer 1,5%-igen AI(OH)3 Suspen- 
sion versetzt, 15 min. geriihrt und abzentrifugiert. Das abgetrennte AI(OH)3-Pellet 
wurde venworfen. Der AI(OH)3-0berstand (820 ml) wurde unter RQhren mit Glycin 
versetzt, bis das Fibrinogen aus der LOsung abgeschieden war. Das PrSzipitat wur- 
de abzentrifugiert, der vWF/FVIII:C-Komplex haltige Oberstand wurde weiter- 
verarbeitet. 

vWF/FVIII:C-KomDlex Ausfailuna. Losen. Stabilisieren. Pasteurisieren 

Der glycinhaltige Oberstand wurde unter Ruhren mit 15% NaCI versetzt und der 
vWF/FVIII:C-Komplex quantltativ ausgefallt. Das Prazipitat wurde in 64 ml 
NaCI/Glycin Puffer aufgelost, mit Saccharose (1 g/ml) und Glycin (150 g/l) stablli- 
siert und 1 0 Std. bei 60*C pasteurisiert. Nach dem Erkalten wurde die pasteurisierte 
Losung mit dem gleichen Volumen Glycin/NaCI Puffer verdQnnt. 

Ausfailen der vWF/FVIII :C-Fraktion mit erhQhtem Anteil an hochmolekularen Multi- 
meren 

Die verdunnte Losung (220 ml), die 1,6 g/l NaCI und 124,4 g/l Glycin enthielt, wurde 
In 3 Ansatzen a,b,c, mit je 0,75 Teilen eines Fallmediums unter Ruhren versetzt. . 
so dass der FSIIungssatz 

a) 80 g/l 

b) 90 g/l 

c) 100 g/l 
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Glycin enthielt, und die Endkonzentration an NaCI in alien Fallen 122 g/l erreichte. 
Dabei entstand jeweils ein feines Prazipitat. das nach ca. 45 min. ROhren abzentri- 
fuglert wurde. Die in einem isotonischen Puffer gelOste Fraktion Oe 44 ml) enthielt 
nun den vWF und FVIIhC. angereichert mit hochmolekularen Multimeren. was in 
der nachfolgenden Tabelle 1 in Verhaitniszahlen zum Ausdruck kommt. Die Aus- 
wertung nach vWF:RCoF-Aktivitat, vWF:Ag und FVIIhC ergab folgende Ratio: 



Tabelle 1: Ratios FVIII.C. vWF:RCoF, vWFiAg aus den Ansatzen gemali Bei- 
spiei 1 . 





FVIIhC zu 


FVIIIrC zu 


vWF:Ag zu 




vWF:RCoF 


vWF:Ag 


vWF:RCoF 


Ausgangsmaterial: 


1 :3,1 


1 : 2,5 


1 : 1.2 


Ansatz a) 


1 :2.4 


1 : 0,7 


1 : 3,6 


Ansatz b) 


1 :3,1 


1 : 1.3 


1 :2.4 


Ansatz c) 


1 : 3.5 


1 : 1,8 


1 :2.4 


Kryolldsung nach 


1 : 1,6 






AI(OH)3Ads. (Referenz) 


1 :2.6 


1 :0.6 



Tabelle 1 zeigt, dass die Ratio von vWF:Ag zu vWFrRCoF Im Ausgangsmaterial 
nahe 1 war. Bei Ansatz a) bis c) war die Ratio zu Gunsten vWF:RCoF-Aktivitat im 
Vergleich zum vWF:Ag bis zu verdreifacht. 



Beisplel 2 

Ausgangsmaterial fur die Gewinnung einer Fraktion mit angereicherten hochmole- 
kularen Multimeren war hier eine vorfraktionierte, pasteurisierte vWF/FVIII:C-haltige 



Zur Fallung eines ersten Prazipitats des vWF/FVIII:C-Komplexes wurde erfin- 
dungsgemaii in mehreren Ansatzen das Gleichgewicht NaCI-Glycin durch Zugabe 
eines jeweils abgestimmten Failmediunns so eingestellt, dass bevorzugt die hocli- 
molekularen vWF-IVIultimeren ausfielen, was durch das Verhaltnis der Konzentrati- 
onen der vWF:RCoF-Alctivitat zum vWF:Ag l<ontrolliert werden l<onnte und deutlich 
grdfler als 1 war. 

Nachdem das erste Pr§zipitat abzentrifugiert war, wurde im Oberstand jeweils die 
Glycinl<onzentration erhOht (Nachfallung) und der im Oberstand verbliebene vWF 
auch nocli ausgefallt. In diesem 2. Prazipitat war der hochmolekulare Anteil deutlich 
vermindert, was aus der Abnahme des VerhSltnisses der vWF:RCoF-Aktivitat zur 
Antigenkonzentration ersichtlich war. 

Beschreibuna von 3 Fallunassatzen A. B. C: 

Je 200 ml Ausgangsmaterial wurde mit dem 0,75-fachen Volumen eines Fallmedi- 
ums (150 ml) unter RCihren bis zur vollstandigen Zugabe versetzt. Es entstand ein 
feines Prazipitat, das abzentrifugiert wurde. 

200 ml vWF/FVIII:C-haltiges Ausgangsmaterial, enthielt bereits folgende Konzent- 
rationen an NaCI und Glycin: 

1,6 g/l NaCI, 124,4 g/l Glycin: 

Zur Erzielung des 1 . Prazipitates hatten die Fallmedien folgende Konzentrationen 
an NaCI und Glycin: 
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Fallmedium fur Ansatz A: 


283 g/l NaCI 


kein Glycin 


Fallmedium fur Ansatz B: 


283 g/l NaCI 


45 g/l Glycin 


Fallmedium fur Ansatz C: 


283 g/l NaCI 


90 g/l Glycin 



Zu je 200 ml Ausgangsmaterial wurde im Ansatz A bis C 150 ml entsprechendes 
Fallmedium zugeben, dabei entstanden folgende Endkonzentrationen an NaCI und 
Glycin im jeweiligen F3llungsansatz: 





NaCI 


Glycin 


Ansatz A 


122,2 g/l 


71,1 g/l 


Ansatz B 


122.2 g/l 


90.4 g/l 


Ansatz C 


122,2 g/l 


109.6 g/l 



Die entstandenen Prazipitate wurden abgetrennt und eingelost. Von den gelSsten 
Prazipitaten (~ 42 ml) wurden die Konzentrationen vWF:RCoF, vWF:Ag und FVIII:C 
bestimmt und in nachfoigender Tabelle 2 dargestellt. 

Tabelle 2 





FVIIhC [IE/ml] 


vWF:RCoF [IE/ml] 


vWF:Ag [IE/ml] 


Ausgangsmaterial 


14,7 


39,8 


35.0 


Ansatz A 


11,2 


24,2 


8.2 


Ansatz B 


44.7 


138.7 


87.2 


Ansatz C 


46,3 


150.3 


113.7 



Die jeweilige Ratio der Aktivitaten aus Tabelle 2 wurde errechnet und in Tabelle 3 
dargestellt. 
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5 Tabelle 3: Ratio FVIII:C. vWF:RCoF. vWF:Ag aus den Ansatzen gemSli Beispiel 
2. 





FVIIliC zu 
vWFzRCoF 


FVIII.C zu 
vWFiAg 


vWF:Ag zu 
vWFrRCoF 


Ausgangsmaterial: 


1 :2,7 


1 : 2,4 


1 : 1.1 


Ansatz A 


1 :2.2 


1 :0.7 


1 :3.0 


Ansatz B 


1 :3.1 


1 : 2,0 


1 : 1,6 


Ansatz C 


1 :3.5 


1 :2.5 


1 :1.3 



Die In den Ansatzen A bis C erzieite Ratio vWF:Ag zu vWF:RCoF-AI<tivitat war im 
Vergleicli zum Ausgangsmaterial zu Gunsten der vWF:RCoF-Aktivitat verschoben, 
was eine Zunahme der hochmolekularen l\/lultimeren bedeutete. 

Prazipitat oder Nachf ailuna aus den Gberstanden der Ansatze A bis C: 

Die Uberstande der Ansatze A bis C warden unter RQhren mit Glycin versetzt. und 
zwar so, dass alle 3 Ansatze eine Glycinkonzentration von je 160 g/l erreichten. Die 
entstandenen PrSzipitate wurden abzentrifugiert und eingelost. 
Nach der Bestimmung von vWFrRCoF, vWF:Ag und FVill:C-Konzentration wurden 
die Verhaltniszaliien errechnet. Die Ratio wurde in Tabelle 4 dargestellt. 



Tabelle 4: Ratios FVIIhC. vWF:RCoF. vWF:Ag aus den Ansatzen gemali Bei- 
spiel 2. 





FVllhCzu 
vWF.RCoF 


FVIIhC zu 
vWF:Ag 


vWF:Ag zu 
vWF:RCoF 


NachfSllung Ansatz A 


1 ; 4,5 


1 :3.7 


1 : 1.1 


Nachfailung Ansatz B 


1 : 7.65 


1 : 12.1 


1 : 0.63 


Nachfailung Ansatz C 


1 :5,9 


1 : 15.4 


1 : 0.26 
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Die Nachfallungen, dargestellt in Tabelle 4. zeigten in der Ratio: vWF:Ag zu 
vWF:RCoF eine deutliche Verminderung der vWF:RCoF-Aktivitat, was auf eine 
verminderte Menge hochmolekularer Multimere hindeutete und somit auch auf eine 
Verminderung der vWF-Funktionaiitat. 

Beispiel 3 

Wile in Beispiel 2 wurde eine vorfraktionierte und pasteurisierte vWF und FVIIhC- 
haltige vollig Ware Losung eingesetzt, die in dieser Praparationsstufe 1 ,6 g/l NaCI 
Liiid 124,4 g/l Glycin enthielt. In 4 Fallungsansatzen, mit jeweils gleicher NaCI- 
G'lycinkonzentration, wurde hier die Zugabe und Inkubationszeit variiert. 

Die Glycinkonzentration war im Vergleich zu Beispiel 1 und Beispiel 2 im Fallungs- 
ansatz hoher; Fallungsansatze 1 bis 4 unterschieden sich nur in der Zugabe- und 
Inkubationszeit, urn zu klSren und zu belegen. dass die bei der Failung entstehende 
Ratio vWF:Ag/vWF:RcoF nicht von den Einwirkzeiten. sondern in erster LInie von 
der Glycin-Konzentration abhing. 

Bei den Ans^tzen 1 bis 4 wurden je 200 ml Ausgangsmaterial unter Ruhren mit je 
150 ml Failmedium versetzt, das 283,01 g/l NaCI und 133,58 g/l Glycin enthielt. Die 
Varlablen waren die Zugabe- und Inkubationszeit, NaCI- und Glycinkonzentration 
waren bei alien AnsStzen gleich, wie aus Tabelle 5 ersichtlich ist. 

Tabelle 5: Zugabe- und Inkubationszeiten im Failungsansatz Beispiel 3. 





Zugabe [min] 


Inkubation [min] 


NaCI-Konz. [g/l] 


Glycin-Konz. [g/l] 


Ansatz 1 : 


120 


30 


122,2 


128,3 


Ansatz 2: 


60 


60 


122,2 


128.3 


Ansatz 3: 


60 


90 


122.2 


128,3 


Ansatz 4: 


60 


240 


122.2 


128,3 
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Die entstandenen Prazipitate wurden abzentrifugiert und eingelost. Der Oberstand 
von Ansatz 1 wurde mit weiteren kristallinen Glycin. auf eine Konzentration von 
160 g/l eingestellt und 2 Std. geruhrt. Das entstandene PrSzipitat wurde ebenfalls 
eingel5st. Die Akvitatsgehalte an FVIII:C, vWF:RCoF sowie vWF:Ag wurden ge- 
10 messen und die Ratio zueinander berechnet. Sle sind in Tabelle 6 dargestellt. 

Tabelle 6: Ratios FVIIIrC. vWF:RCoF, vWF:Ag aus den Ansatzen gemali Bei- 
^ spiel 2; Ratios FVIIIrC, vWF:RCoF, vWRAg. 





FVIII:C zu 
vWF:RCoF 


FVIIhC zu 
vWFiAg 


vWF:Ag zu 
vWFrRCoF 


Ansatz 1 


1 : 2.4 


1 :2.7 


1 : 0.9 


Nachfailung Glycin 
Aus Ansatz 1 


1 : 1.4 


1 :5.3 


1 :0,3 


Ansatz 2 


1 :2,1 


1 : 2,9 


1 :0,7 


Ansatz 3 


1 : 2,3 


1 :2,7 


1 :0.9 


Ansatz 4 


1 : 2.3 


1 :3.0 


1 :0,8 



Hier zeigte sicli, dass die Ansatze 1 bis 4 trotz untersclniedlicher Zugabe- und Inku- 
bationszeiten in den Ratios der gemessenen Aktivitaten nahezu vergleichbar wa- 
ren. Bei alien 4 AnsStzen war die NaCI-Konzentration und die Glycinkonzentration 
gleich. 

Nur die Nachfailung von Ansatz 1 hob sich deutlich ab: Der vWF-Ristocetin-Co- 
faktorgehalt war deutlich verringert. der vWF.Ag-Gehalt war stark erhoht. In der ge- 
I6sten Nachfailung fehlten eindeutig die hochmolekularen Multimeren (ohne Ab- 
bildung). 
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5 Beispiel 4 

Ausgangsmaterial war hier ebenfalls eine vorgereinigte vWF/FVIII:C-Fraktion, die 
1,6 g/ml NaCI und 124,4 g/l Glycin enthielt 

0 Ansatz 1: Hier wurden 200 ml Ausgangsmaterial vorgelegt und unter Ruhren 
wurde 150 ml Fallmedium zugegeben, das 283,01 g/l NaCI und 133,5 g/l Glycin 
enthielt. Es wurde geriihrt bis die Failung vollstandig war, dann wurde das Prazipi- 
tat abzentrifugiert, aufgelSst und die Aktivitat wurde gemessen. 

Ansatz la: Der verbleibende Dberstand wurde unter RQhren mit Glycin weiterver- 
setzt (nachgefailt), bis die Konzentration von 1 60 g/l erreicht war, das Prazipitat der 
Nachfailung wurde abzentrifugiert und gelost, die Aktivitat wie bei Ansatz 1 gemes- 
sen. 

Ansatz 2: 1 Tail des gleichen Ausgangsmaterials wurde mit 1 Teil eines anderen 
Fallmediums versetzt, das 300 g/l NaCI enthielt und kein Glycin. Nach vollstSndiger 
Zugabe hatten wir eine Glycin-Konzentration von 66,7 g/l. die NaCI-Konzentration 
betrug 151,5 g/l. Das entstandene Prazipitat wurde abzentrifugiert, gelost und die 
Aktivitat wIe bei Ansatz 1 gemessen. 

Ansatz 2a: Der verbliebene Oberstand von Ansatz 2 wurde ebenfalls durch Zu- 
gabe von Glycin weiter gefallt, bis eine Glycinkonzentratin von 160 g/l erreicht war; 
das Prazipitat wurde abzentrifugiert, gelost und die Aktivitat gemessen: (Nachfal- 
lung) 
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5 Tabelle 7: Fallungskonzentrationen an Glycin und NaCI. 





NaCI-Konzentration 
im Fallungsansatz [g/I] 


Glycin-Konzentration 
Im Fallungsansatz [g/I] 


Ansatz 1 : 


122.2 


128,3 


NachfSllung 1a: 


122,2 


160.0 


Ansatz 2: 


151.5 


66,7 


NachfSllung 2a: 


161,5 


160.0 



Die Bestimmung von vWF:RCoF. vWF:Ag und FVIII.C ergab folgende Ratio, wie in 
Tabelle 8 dargestellt. 

Tabelle 8: Ratios FVIII.C, vWFiRCoF. vWF:Ag aus den Ansatzen gemali Bei- 
spiel 2. 





FVIIhC zu 
vWFrRCoF 


FVIIhC zu 
vWF:Ag 


vWF:Ag zu 
vWF:RCoF 


Ansatz 1 


1 :2,7 


1 : 2.9 


1 : 0,9 


Nachfallung 1a 


1 : 10.5 


1 : 11.3 


1 :0,9 


Ansatz 2 


1 :2.4 


1 : 1.8 


1 : 1,3 


Nachfallung 2a 


1 :2,6 


1 :4,8 


1 :0.6 



Zu Tabelle 8: Ansatz 1 und Ansatz 2 zeigten fDr ein vWF-Konzentrat eine vorteil- 
hafte Multimerenvertellung, bei Ansatz 2 waren die hochmolekularen Multimere 
noch starker vertreten. Im Ansatz 1a und besonders im Ansatz 2a waren die hoch- 
molekularen Anteile vermindert (ohne Abbildung). 

Beispiel 5 

Ansatz A 



Herstellung eines Konzentrats. in dem die hochmolekularen vWF-Multlmeren anae- 
reichert waren: 
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5 Entsprechend Beispiel 1 wurden 3.64 kg Kryoprazipitat zu ca. 4000 ml einer ver- 
dunnten pasteurisierten Losung, die vWF und FVIII.C enthielt. aufgearbeitet. 
Durchfiihrunq der Falluna zu einer Fraktion mit anoereicherten hochmolekularen 
vWF-Multimeren und FVII1:C: 

0 4000 ml der pasteurisierten, verdQnnten vWF/FVIII-Losung wurden mit 3000 ml ei- 
nes Fallmediums (24.44 g NaCI, 24.15 g Glycin, 2000 ml WFI. pH 6.8) innerhalb 60 
min. unter Ruhren versetzt und weitere 90 min. ohne Riihren nachinkubiert. Die 
ausgebildete FSIIung wurde in der Zentrifuge bei 6000xg fQr 45 min. abzentrifugiert. 
Das gewonnene PrSzipitat (Prazlpitat 1) wurde ad 400 ml mit LOsepuffer (Losepuf- 

5 fer: 1.46 g NaCI, 10.14 g Glycin, 500 ml WFI. pH 7.0) gelost. 

Stabilisieruna. Endformulieruna. Lvoohilisation 

Die entstandenen Losung mit den angereiclierten liochmolekularen vWF-Multime- 
ren wurde mit 0,5% Human-Albumin stabilisiert und auf einen Puffergehalt von 3,5 
g/l NaCI. 5,8 g/l Tri-Na-Citrat x 2H2O 20 g/l Glycin. pH 7.0 dialysiert. Nach Dialyse 
wurde die Losung fur 60 min. bei 30.000xg ultrazentrifugiert. Der Oberstand nach 
Ultrazentrifugation wurde dekantiert. Die ultrazentrifugierte Losung wurde nun ge- 
teilt. In Teil I und Teil II. 

Tell I wurde sterilfiltriert. abgefOllt und lyophilisiert. 

Teil II wurde so belassen, ebenfalls abgefiillt und lyophilisiert. Bekanntlich trennen 
sich Keime bei hochtouriger Ultrazentrifugation zum Grossteil ab. 
Zweck der Teilung war zu untersuchen, welchen Einfluss die Sterilfiltration auf die 
Ratio hat. bzw. ob nach Sterilfiltration das Spektrum der hochmolekularen Multime- 
ren unverandert bleibt. 

Wie spater in Tabelle 9 gezeigt wird, blieb die Ratio und somit auch das hochmole- 
kulare Muitimerenspektrum erhalten. bis auf eine geringe Produktverdunnung und 
einen Handling Verlust. 



Nach Lyophilisation und Rekonstitution mit WFI stand ein Konzentrat zur Verfu- 
gung, das im Vergleich zu vWF:Ag eine h5here vWF:RCoF-Konzentration aufwies. 
Dies war dem relativ hohen Anteil an hochmolekularen vWF-Multimeren zuzuord- 
nen und stellt einen besonderen Vorteil in der vW-Syndrom-lndikation dar. 

Ansatz B 

Herstellung einer Frakt ion vWF/FVIII:C enthaltendes Konzentrat. in dem die hoch- 
molekularen Multinneren vermindert waren: 

Die vonviegend niedermolekulare Multimerenfraktion wurde zu einem spSteren 
Zeitpunkt aus einem weiteren Praparationsansatz gewonnen. ( Ansatz B und mit 
Prazipitat 2 bezeichnet). 

Entsprechend Beispiel 1 wurden 3,64 kg Kryoprazipitat zu ca. 4000 ml einer ver- 
diinnten pasteurisierten Losung, die vWF und FVIIIrC enthalt, aufgearbeltet. 
Durchfuhrung der Fallung zu einer Fraktion mit verminderten hochmolekularen 
vWF-Multimeren und FVIII.C. 

4000 ml der pasteurisierten. verdunnten vWF/FVIII-L6sung wurden mit 3000 ml ei- 
nes Failmediums (350 g NaCI. 165,1 g Glycin, 1000 ml, WFI, pH 6,8) innerhalb 60 
min. unter RQhren versetzt und weitere 90 min. ohne Riihren nachlnkubert. Die 
ausgebildete FSIIung wurde in der Zentrifuge be! 6000xg fur 45 min. abzentrifugiert. 
Das gewonnene PrSzipitat wurde ad 400 ml mit Losepuffer (Losepuffer: 1,46 g 
NaCI. 10.14 g Glycin, 500 ml WFI, pH 7.0) gelost. 

Diese Fraktion 1st praktisch mit Prazipitat 1 aus Ansatz A identisch und wurde bis 
zu einer weiteren Verwendung tiefgefroren, der sich aus diesem Ansatz ergebende 
Oberstand diente zur Gewinnung der niedermolekularen v.WF Multimerenfraktion. 
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Der Gberstand wurde durch Erhohung der Glycinkonzentration weitergefallt: 

Ca. 40 I Gberstand wurden durch weitere Zugabe von 30 g/l Glycin innerhalb von 
60 min. bei 25 ± 2°C unter Ruhren und weiterer Inkubation ohne Riihren Qber 60 
min. gefallt. Die Endkonzentrationen im Ansatz betrugen 122 g/l NaCI und 158 g/l 
Glycin. Die ausgebildete Failung wurde in der Zentrifuge bei 6000xg fOr 60 min. 
abzentrifugiert. Das nun gewonnene Prazipitat ( PrSzipitat 2 ) wurde ad 250 ml mit 
LSsepuffer (LSsepuffer: 1.46 g NaCI. 10,14 g Glycin. 500 ml WFI. pH 7.0) gel6st. 
Der Gberstand wurde verworfen. 

Die entstandene Losung mit dem verminderten Anteil an hochmolekularen vWF- 
Multimeren wurde mit 0,5% Human-Albumin stabilisiert und auf einen Puffergehalt 
von 3,5 g/l NaCI, 5,8 g/l Tri-Na-Citrat x 2H2O, 20 g/l Glycin, pH 7,0 dialysiert. 

Nach Dialyse wurde die Losung fur 60 min. bei 30.000 xg ultrazentrlfugiert. Der G- 
berstand nach Ultrazentrifugation wurde dekantiert, sterilfiltriert und abgefiillt. 

Nach Lyophilisation und Rekonstitution mit WFI stand ein Konzentrat zur Verfii- 
gung, das im Vergleich zu vWF:Ag eine niedrigere vWF.RCoF-Konzentration auf- 
wies. 
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5 Tabelle 9: Aktivitaten/Ratios in den rekonstituierten Konzentrationen gemSli Bei- 
spiel 5. 



AktivitSten 




FVIIhC [IE/ml] 


vWFrRCoF [lE/mlJ 


vWF:Ag [IE/ml] 


PrSzipitat 1 Teil 1 


25.1 


75,0 


26,1 


Prazipitat 1 Teil II 


35,7 


93.0 


34,2 


PrSzipitat 2 


12,8 


60.5 


63.8 


Ratios 




FVIII:C zu 


FVIII:Czu 


vWF:Ag zu 




vWF:RCoF 


vWF:Ag 


vWF:RCoF 


Prazipitat 1 Teil 1 


1 :3.0 


1 : 1.0 


1 :2.9 


Prazipitat 1 Teil II 


1 :2.4 


1 : 1.0 


1 :2,7 


Prazipitat 2 


1 :4.7 


1 : 5.0 


1 :0,9 



Beispiel 6 

Je 200 ml Kulturiiberstand, der 100 IE rekomblnanten FVIIhC enthielt, wurde in 3 
Ansatzen (A, B, C) mit plasmatischen von-Willebrand-Faktor-Konzentrat, das 78 
IE/ml vWFiRCoF, 80 IE/ml vWF:Ag und Spuren FVIII:C enthielt, versetzt. Die Kul- 
turlosung wurde auf 1,6 g/l NaCI und 124 g/l Glycin eingestellt. Die Ansatze wurden 
mit je 150 ml Fallmedlum folgender Glycin/NaCI-Zusammensetzung versetzt und 
geruhrt: 



Ansatz A 


122.2 g/l NaCI 


71,1 g/l Glycin 


Ansatz B 


122,2g/l NaCI, 


90,4 g/l Glycin 


Ansatz C 


122,2g/l NaCI 


109,6g/IGIycin 
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5 Die ausgebildete Fallung wurde in der Zentrifuge bei SO.OOOxg fur 60 min. ab- 
zentrifugiert. Das gewonnene Prazipitat wurde mit LSsepuffer (Losepuffer: 1 ,46 g 
NaCI, 10,14 g Glycin, 500 ml WFI. pH 7,0) gelost und analysiert. 
Auch hier konnte beobachtet warden, dass bei gleichem NaCI-Gehalt und niedriger 
Glyclnl<onzentration zuerst vorwiegend hochmolel^ulare IVIultimere mit FVIII:C-Akti- 
10 vitst ausfallen. 

Hieraus war zu erkennen, dass auch im KulturQberstand, der sowohl rekombinan- 
ten FVII!:C als aucli plasmatischen vWF enthalten kann, durcli entsprechende 

I Gleichgewichtseinstellung mit NaCI und Glycin eine Verteilung der vWF Multimeren 

15 nach Grolie erzielt werden kann. 
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1 0 Patentanspruche: 

1. Konzentrat eines Faktor VIII:C haltigen von-Willebrand Faktors, dadurch 
y gekennzeichnet, dass es durch fraktionierte Ausfallung aus einer den Faktor VIII:C 



^tI5 und den von-Willebrand Faktor enthaltenden Flussigkeit gewonnen wird, einen er- 
hohten Gehalt an hochmolekularen Multinrjeren des von-Willebrand Faktors und ein 
Verhaltnis der vWF:RCoF-Aktivitat zu vWF:Ag grolier als 1 aufweist. 

2. Konzentrat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es aus huma- 
20 nem Plasma, einer Plasmafraktion vorzugsweise Kryoprazipitat Oder aus gentech- 

nologisch modifiziertem Zellmaterial gewonnen worden ist. 

3. Konzentrat nach den Anspruchen 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
es durch fraktionierte Ausfallung mittels Aminosauren, vorzugsweise Glycin, und 

^5 Alkali- oder Erdalkalisalzen, vorzugsweise NaCI, gewonnen worden ist. 

4. Arzneimittel zur Behandlung der Hamophilie A und des von-Willebrand Syn- 
droms, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Konzentrat der Anspruche 1 bis 3 
enthalt. 



5. Arzneimittel nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass es als Stabi- 
lisator Calcium-lonen enthalt 

6. Arzneimittel nach den Anspruchen 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
35 es zur Verminderung der Immunogenitat von rekombinantem oder plasmatischem 
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FVIII:C einen erhohten Gehalt an hochmolekularen Multimeren des vWF entspre- 
chend Anspruch 1 aufweist. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Konzentrats nach den Anspruchen 1 bis 3. 
dadurch gekennzeichnet, dass eine den Faktor VllliC und den von-Willebrand 
Faktor enthaltende Flussigkeit einer fraktionierten Fallung mittels Aminosauren, 
vorzugsweise Glycin, und Alkali- oder Erdalkalisalzen, vorzugsweise NaCI, unter- 
worfen wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Fallung mit 
Konzentrationen von 70 bis 160 g/l Glycin und von 100 bis 160 g/l NaCI durchge- 
fiihrt wird. 

9. Verfahren nach den Anspruchen 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
durch das Einstellen der Konzentrationen von Glycin und NaCI die Menge der Mul- 
timeren des von-Willebrand Faktors und damit auch die Ristocetinfaktor-Aktivitat im 
Konzentrat gesteuert wird, wobei bei niedrigen Konzentrationen hohermolekulare 
Multimere und bei hoheren Konzentrationen niedermolekulare Multimere bevorzugt 
prazipitieren. 

10. Verfahren nach den Anspruchen 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Konzentrat oder ein bei seiner Herstellung anfallendes Vorstufenprodukt stabi- 
lisiert und pasteurisiert wird. 

11. Verfahren nach den Anspruchen 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
ein gelostes Kryoprazipitat zur Absorption des in geringen Mengen eingeschlosse- 
nen Prothrombin-Komplexes mit einer Aluminiumhydroxid-Suspension versetzt, 
dann geruhrt und abgetrennt wird, das Fibrinogen mit Glycin prazipitiert und abge- 
trennt und anschlieRend der vWF:FVIII:C-Komplex ausgefailt wird. welcher nach 
Auflosen. Stabilisierung und Pasteurisierung einer fraktionierten Ausfallung zur 
Herstellung des Konzentrats gemSli den Anspruchen 1 bis 3 unterworfen wird. 
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Zusammenfassuna: 

Konzentrat eines Faktor VIII:C-haitigen von-Willebrand-Faktors und ein Ver- 
fahren zu seiner Herstellung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Konzentrat und ein Verfahren zur Herstellung ei- 
nes Faktor VIII:C-haltigen von-Willebrand-Faktors durch fraktionierte Ausfallung aus 
einer den Faktor VIII:C und den von-Willebrand-Faktor enthaltenden Flussigkeit, 
wobei ein erhohter Gehalt an hochmolekularen Multlmeren des von-Willebrand- 
Faktors und ein Verhaitnis der vWF:RCoF-Aktivitat zu vWF:Ag von grGRer als 1 
erhalten wird. 



